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論文内容要旨
序章
 ハネモ(βrvops1s塑)はミル目(Codiales)に属する海産の緑藻で,原形質がひとつ
 ながりとなった多核体(coellocyte)である。静置培養によるハネモ配偶世代は,1個の巨大な
 多核管状細胞である。形態上,直立したtllallus(葉状体)と基物に固着するrhizoid(仮根)に
 区別され,細胞の両端にあたるthallus先端と1'hizoid先端でそれぞれ生長する。ハネモ細胞に
 は長軸に沿った強力な再生極性が存在して,細胞両端を切断すると常にthallus側からはthai-
 1us先端が再生し,rhizoid側からはrhizold先端が再生する。
 菱沼(1989)は,ハネモ細胞の極性は指向性構造物によって発現,維持されることを明らかに
 し,さらにコルヒチン処理や接ぎ木実験などから,それが細胞長軸に沿ってネットワーク状に
 配向する微小管であると結論している。
 また細胞内では,葉緑体が細胞長軸に沿って同時に二方向に移動している。阻害剤処理,及
 び電子顕微鏡や間接蛍光抗体法を用いた観察から,ハネモ細胞における葉緑体の移動にも細胞
 長軸に沿って配向する微小管が関与すると考えられる(Mizukami&Wada1981,小山1983,
 平原1985,平野1987)。
 微小管は,おもにα一チューブリンとβ一チューブリンからなる非対称ヘテロダイマーが規
 則的に重合して形成された管である。微小管の両端でのチューブリンの重合速度が異なるため
 に,微小管の端末はそれぞれ+端,一端と呼ばれている。このように微小管はそれ自身が方向性
 (極性)をもった構造タンパク質である。
 細胞極性の発現,維持に微小管が関係するとすれば,微小管の内在極性が問題となる。また
 葉緑体移動を考えるとき,レールとしての微小管自身の極性が移動方向を規定する可能性と,
 ヤリイカの神経軸索で明らかになったように,2種類のATPaseが微小管と作用して移動方向
 を制御している(Valeetal.1985,Paschal&Vallee1987)可能性が考えられる。
 本研究は細胞極性と微小管の関係,葉緑体移動における微小管の役割を解明することを目的
 として行われた。第一章では微小管に基づく細胞極性維持の説明のため,また微小管に依存し
 た二方向性の葉緑体移動を考えるために,微小管の持つ内在極性を調べた。第二章では新生長
 点の誘導に伴う微小管の内在極性の変化を調べ,細胞極性の誘導における微小管の役割を解明
 することをめざした。
 第一章骨格微小管の構造極性
 1.1序
 ハネモにおける細胞極性の発現,維持に微小管が関係している(菱沼1987)。細胞長軸に沿っ
 た二方向性葉緑体移動も微小管に依存している(Mizukami&Wada198/,平原1985)。微
 小管の内在極性と細胞極性との関係,葉緑体移動におけるレールとしての微小管の役割を検討
 一311一
 するために微小管自身の極性を調べた。
 1.2オオ*斗と方法
 材料のハネモは,宮城県桃生郡鳴瀬町において採集されたもので,単藻培養に移され,無性
 的に継代培養されている配偶体(雌株)である。実験用の試料はthaHus非生長部から約10mm
 の切片を切り出し,3日間培養を行って再生したものを用いた。
 微小管の内在極性を決定するためにHeidemal/n&Mcllltosh(1980)に従レ),ブタ脳チュー
 ブリン溶液でハネモ細胞を液胞灌流して,微小管にフック修飾を行った。フック修飾後,細胞
 横断面の超薄切片を電子顕微鏡観察して,フックの向きから微小管の極性を調べた。
 1.3結果
 葉緑体は原形質の最内層に配置して液胞と接する。モノクローナル抗α一チューブリン抗体
 を用いた間接蛍光抗体法による観察では,微小管束が偏平な葉緑体の原形質側や周縁部から取
 り囲むようにしては分布していた。葉緑体の液胞側には微小管はほとんど観察されなかった。
 同一細胞中のthallus非生長域において,約し5mm間隔で3箇所の細胞横断面について修飾
 された微小管の観察を行った。超薄切片上で観察されるすべての微小管を調べたところ,
 rhizoid側からthallus側に向かっての観察では,反時計まわりのフック修飾を受けた微小管の
 割合が3箇所ともに80%以上であった。さらに5個体から得られた8断面においでrhlzoid側
 からthallus側に向かって観察すると,フック修飾を受けた微小管のうち85.6±5.0%が反時計
 まわりのフック修飾を受けていた。他の報告との比較より,ハネモ細胞長軸に配向するほとん
 どの微小管は一方向を向いており,rhizoid側が微小管の一端,thallus側が+端'であると結論さ
 れる。
 1.4考察
 菱沼(1989)は,コルヒチン処理によって既存の細胞極性を失ったハネモ切片を,細胞極性
 を有する未処理のハネモ切片に接ぎ木した結果,未処理切片のthallus側への接ぎ木はコルヒ
 チン処理切片に未処理切片と同じ細胞極性を誘導するが,未処理切片のrh1zoid側への接ぎ木
 はコルヒチン処理切片に極性誘導しないと報告している。微小管の+端がtha11us先端方向を
 向いているという本章の結果は,菱沼の報告とうまく合致する。さらにハネモ細胞の指向構造
 極性は,微小管の極性を反映しているという報告(菱沼!989)を裏付けるものである。
 葉緑体移動について考えると,一方向を向いた微小管の上を葉緑体は二方向に移動すること
 になる。ヤリイカの神経軸索では微小管上の一端から+端への運動はキネシンというATPase
 が行い(Valeetal.1985),+端から一端への運動にはダイニンATPaseが働いている(Vale
 e亡al.1985,Paschal&Valee/987,Vaneeeta1.ユ988)。ハネモ細胞においてキネシンやダイ
 ニンなどのATPaseの存在は未知であるが,異なる2種類のATPaseによって葉緑体移動が
 制御されていることが十分考えられる。今後は葉緑体移動に関して分子レベルでの解析が必要
 である。
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 第二章新生長点誘導に伴う骨格微小管の極性変化
 2.1序
 微小管を破壊するような様々な試薬及び処理によって,ハネモ細胞の極性が変化することは
 既に報告されている(MiZukami&Wada)。
 また菱沼(1989)は,ハネモ細胞の接ぎ木実験によりむhaUus側とrhizoid側は細胞極性の誘
 導能力に差があることを報告している。
 ハネモ細胞の極性は微小管によって誘導されるのだろうか。本章では細胞極性の発現と微小
 管の内在極性との関係を問題とした。まず,細胞極性が変化しても,微小管の極性は細胞極」1生
 と常に一致するかを調べた。次に,細胞極性発現と微小管の極性的配向の因果関係について検
 討した。
 2.2材料と方法
 ハネモ切片調製後12時間めに,lmMコルヒチンで3時間処理して再び培養し,thalhls-
 rhizoi〔1-thallus(T・R-丁細胞),rhizoid-thallus-rhizo1d(R-T-R細胞)という極性を持った細胞を
 得た。これらの細胞について,チューブリン溶液で灌流して微小管に修飾を行い,電顕観察し
 た。
 2.3結果
 コルヒチン処理によって得たT-R-丁細胞,R-T-R細胞どちらにおいても中央に形成された
 生長点を境にして,微小管の向きが変化した。
 T-R-丁細胞では中央のrhizoid形成部が微小管の一端で,細胞両端にあるthallus先端側が
 微小管の+端であった。R-T-R細胞では中央部のthallus形成部が微小管の+端で,rhlzoid側
 が微小管の一端であった。
 コルヒチン処理した細胞を光学顕微鏡で観察したところ,通常は一層で存在する葉緑体が,
 局所的に重なってできた葉緑体集積点が処理後12～16時間めに出現し,早いもので20時間めに
 は生長点の突出が認められた。葉緑体集積点は渦巻き状あるいは放射状の形態をしており,葉
 緑体が密に分布する領域の中央だけでなく,疎に分布する領域の中央部にも観察された。
 2.4考察
 コルヒチン処理により人為的に生長点を誘導し,細胞の極性を変化させたとき,誘導された
 新生長点を境にして微小管の極性が逆転することがわかった。これは細胞極1生と微小管の内在
 極性は常に対応することを意味する。また第一章で用いた手法及び得られた結果の妥当性を強
 く支持するものである、
 菱沼(1989)はコルヒチン処理後の微小管の再配向を観察して,12時間めから微小管配向が
 ランダムなものから細胞長軸に沿ったものへと変わり,16時間めには通常の細胞と変わらない
 細胞長軸に沿った微小管配向になると報告している。これは本章で得られた葉緑体集積点が出
 現する時間と重なる。また葉緑体集積点の形状は,T-R・丁細胞のrhizoid形成部付近の放射状の
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 微小管配向に似ている。よって葉緑体集積点が中心となって微小管が伸長し,やがて細胞長軸
 に沿った微小管配向へと変化すると考えられる。その後で微小管上の極1生的輸送などにより,
 微小管の+端にthallus,一端にrhizoidという質的に異なる生長点が誘導されると考えられ
 る。
終章
 植物において微小管の極性が明らかなのは,本研究におけるハネモ細胞以外ではHaemanth-
 us未熟種子内胚乳の分裂装置微小管だけである。
 ハネモ細胞内の葉緑体は一方向を向いた微小管上を二方向に移動することになる。動物の神
 経軸索でも一方向を向いた微小管上で二方向性の物質の極性輸送が行われている。ハネモ細胞
 においてもthallus先端方向とrhizoid先端方向へ運ばれる物質が異なり,細胞極性の発現,維
 持に何らかの役割を果たしているのかもしれない。
 細胞極性が微小管の内在極性と関係するという報告は他になく,ハネモ細胞は微小管に強く
 依存した細胞極性を持っているといえる。
 植物において微小管に依存した細胞内運動を研究するためのモデル細胞は未だ無い。本研究
 では第一段階として,液胞灌流することにより非自己物質であるチューブリンを細胞内に導入
 することができた。ハネモの細胞内運動だけでなく,ひろく微小管による運動を解析するため
 にも,ハネモ細胞内に配向する微小管束を利用した運動の再構成モデルを完成させることがぜ
 ひとも必要である。
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 論文審査の結果の要旨
 ハネモ(旦一)の配偶体(単相世代)の藻体は数センチ以上の多核巨大単細胞
 である。この細胞には細胞長軸に沿って明確な極性が認められ,両端に二種の異質な成長活性
 域一Thallus成長中心,Rhizoid成長中心一が分化する。この細胞極性は細胞膜近傍の原形質ゲ
 ル相に存在する微小管骨格網によって維持されているこが最近明らかにされた。本論文は,こ
 の微小管骨格網を構成する個々の微小管構造が細胞の極性,Thallus-Rhizoid軸の方向性とど
 の様に対応しているのかを解明すること,さらに極性軸に沿う細胞内運動,葉緑体移動と微小
 管骨格の関連性を明らかにすることを目指したものである。
 微小管はα一,β一tubulinからなるheterodimerが単位となって構成されている細胞内器官
 であり,内在的な構造極性を持つたんぱく質重合体である。細胞内において急速に重合,伸長
 がすすむ+端と伸長の遅い,もしくは脱重合のすすむ一端のあることが知られている。著者は
 ブタ脳から分離したtubuli11をハネモ細胞の液胞内に灌流して微小管をフック修飾した後,微
 小管断面を細胞各域において綿密に電子顕微鏡観察し,その結果,細胞骨格網を構成するほと
 んどの微小管は一定配向をしており,+端がThallus方向,一端がRhizoid方向であることを
 明確にした。
 ついで著者は微小管破壊処理によって無極性化した細胞に複数のThallus,Rhizoid新成長点
 が出現して多極性細胞となる過程について,間接蛍光抗体法による微小管骨格の細胞内配向変
 化観察とフック修飾,超薄切片断面観察をおこない,Thalhls形成部が常に微小管の+端であり
 Rhizoid側が一端であることを確認している。
 また微小管依存性の葉緑体移動については,微小管と葉緑体の位置関係から,動物の神経軸
 索で知られているのと同様の機構,二種類のATPaseの介在により単一の微小管上を葉緑体が
 両方向に移動する可能性を示した。
 このように植物細胞において細胞極性と骨格微小管の内的構造極性の相関を明らかにしたこ
 とは,微小管の機能,動態の研究上重要な示唆を与える新知見であり,綿密で創意ある研究方
 法とともに著者が自立して研究活動を行うに充分な高度の研究能力と学識を有することを示す
 ものである。よって津布楽洋和提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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